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第 1 章 序論 
 
1. 1.  細菌性赤痢 
 赤痢菌（Shigella spp.）は、細菌性赤痢の原因細菌として同定され、その発見から 100 年
以上が経過した今日でも、年間おおよそ 1 億数千万人以上が細菌性赤痢に罹患し、数十万
人が命を落としている [1] [2]。上下水道が整備されるなど、衛生環境の向上により日本国
内での感染例は減少傾向であり年間数百例である（Figure 1）。しかし、海外旅行者などを
介する輸入や、食中毒などによる大流行の危険性もあり、油断は許されない。 
 赤痢菌は 19 世紀末、日本人細菌学者である志賀潔により単離・同定された。このことか
ら学名は『Shigella』とされ、独立した属として分類されているが、大腸菌（Escherichia 
coli）との遺伝学的相同性は 80～90％以上であり同族の生物種として扱っても問題ない数
値である [3]。このため、外毒素であるベロ毒素（志賀毒素）は赤痢菌・大腸菌間のプラス
ミド交換により伝播したとされている [4]。ベロ毒素は症状の重篤化を左右する要因の一つ
で、出血性大腸炎や溶血性尿毒症の直接的な原因である。 
 赤痢菌に対する有効なワクチンは未だに存在せず、細菌性赤痢の治療には対症療法と抗
菌薬療法が用いられる。しかしながら、抗生物質に耐性を持つ多剤耐性赤痢菌の出現が近年
報告され [5] [6]、更に抗生物質の開発、認可は鈍化しており、新たな薬剤の開発は急務で
ある（Figure 2）。これらワクチンや新規の抗生物質の開発には、赤痢菌の宿主への感染機
構の解明、理解といった基礎科学的研究は必要不可欠である。 
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Figure 1 国内の病原性大腸菌および赤痢菌感染報告件数の推移 
国立感染症研究所の感染症発生動向調査より、病原性大腸菌および赤痢菌の過去 10 年にお
ける年間感染者報告件数の推移を折れ線グラフにまとめた。なお、輸入感染例は含まず、感
染地域国内のみの報告件数である。赤痢菌は年間数百件、大腸菌は 3000 件以上の感染報告
例がある。赤痢菌感染者数は衛生環境の向上から、近年は減少傾向である。 
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1. 2.  自然免疫系 
 私たちには、高度で複雑に発達した免疫系が備わっており、絶えず曝露する赤痢菌等の病
原菌やウィルスの侵入から自己の恒常性を守っている（Figure 3）。免疫系は、物理障壁、
自然免疫、獲得免疫の三つに大きく分けられる。異物に対する最初の防御機構である、物理
的障壁には、皮膚や粘膜、繊毛などが挙げられ、その名の通り物理的に異物の侵入を防ぐ。
次に機能するのが、自然免疫系である。自然免疫は、植物や無脊椎動物を含む多くの種に保
存された原始的な免疫系で、細胞が異物の侵入を感知することで迅速に誘導される。一方、
獲得免疫系は脊椎動物といった高等生物のみが持つ免疫系で、B 細胞や T 細胞による抗原、
抗体反応を用いて異物排除を行い、抗体の産生には数週間を要することが知られている。こ
れら免疫系は互いに独立して働くと考えられていた。しかし、近年の研究により自然免疫系
は、病原体を認識することで、感染をいち早く感知し獲得免疫系を誘導する重要な役割を果
たしていることが明らかとなった。 
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1. 3.  急性炎症応答 
 赤痢菌等の細菌やウィルスが感染すると、感部組織では発赤、発熱、腫脹、疼痛、機能障
害といった症候に代表される急性炎症応答が引き起こされる。これらの症候は、細胞が感染
を感知することで炎症性サイトカインを分泌し、血管の拡張、充血、透過性の向上を亢進し、
マクロファージや好中球といった貪食細胞を感部へ誘導することに起因する。分泌された
炎症性サイトカインは貪食細胞の活性化や感部の誘導だけではなく、獲得免疫系の活性化
にも深く関与しており、速やかな急性炎症応答の誘導は、免疫系にとって非常に重要な役割
を果たしている [9]。 
 細菌やウィルスの侵入は、免疫細胞が、病原因子に由来する分子群、病原菌関連分子パタ
ーン（PAMPS）を細胞膜または細胞質に存在するパターン認識受容体（PRR）で認識する
ことで検出される [10] [11]。代表的な PAMPS として、細菌に由来する鞭毛タンパク質フ
ラジェリン、リポ多糖類（LPS）や、ウィルスに由来する二本鎖 RNA などが知られている 
[12] [13] [14]。また、PRR も多種存在し、PRR は細胞膜局在の Toll-like receptor（TLR）
および、細胞質局在の Nod-like receptor（NLR）、RIG1-like receptor の 3 種に大別され
る（Table 1）。中でも、TLR は最も古くより PRR の一つとして知られ、ヒトで 10 種類の
受容体タンパク質が同定されている。TLR4 は PAMPS として赤痢菌等のグラム陰性細菌に
由来する LPS と結合することにより、MyD88 や TRAF6 といったアダプタータンパク質
を介して転写因子 NF-κB を活性化し、炎症性サイトカインの産生を促進する [13] [15]。
その結果、病原菌が感染した組織で急性炎症応答が誘導される。この様に PRR は病源菌因
子に由来する PAMPS と結合し、種々のシグナル伝達経路を介し急性炎症応答における起
点として機能している。 
 近年、PRR が非病原体由来の内因性の分子群である、ダメージ関連分子パターン（DAMPS）
を認識することが明らかになった [16]。DAMPS には IL-1αや IL-6 といったサイトカイ
ンの他、Heat shock protein（HSP）や尿素、ATP といった細胞内に存在する分子が挙げ
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られ、これら分子が細胞の壊死や損傷により細胞外へ放出される。PRR は細胞外へ流出し
たこれらの物質を DAMPS として認識し、急性炎症応答を誘導する。すなわち、PRR は
PAMPS の認識と同様に、組織の壊死や細胞の損傷を DAMPS との結合により感知し、急
性炎症応答を誘導する。 
 
Table 1 パターン認識受容体一覧 
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1. 4.  NF-κB 活性化経路 
 Nuclear factor -κB（NF-κB）は、炎症性サイトカインの発現、転写を制御する転写
因子であり、炎症応答を初め免疫系の制御に深く関与している [17] [18]。未刺激状態の
NF-κB は細胞質に局在しており阻害タンパク質 Inhibitor of NF-κB（IκB）と結合し核
移行シグナルが被覆された不活性状態である（Figure 4）。細胞が PAMPS や DAMPS に
よる刺激を受けると、細胞内でリン酸化酵素複合体である、TAK1-TAB1-TAB2 複合体
（TAK1 複合体）や、NEMO-IKKα-IKKβから構成される IκB kinase（IKK）複合体が
形成されることにより、リン酸化カスケードが活性化され、IκB に対するリン酸化修飾が
起こる。リン酸化修飾を受けた IκB はユビキチンプロテアソームシステムにより分解さ
れ、その結果 NF-κB の核移行シグナルが表在化し NF-κB が核へ移行し転写の活性化が
行われる [18] [19]。 
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1. 5.  ジアシルグリセロール（DAG）による NF-κB の活性化 
 ジアシルグリセロール（DAG）は通常、真核生物の細胞膜内膜に局在する脂質である。
細胞外から刺激をうけたホスホリパーゼ C（PLC）によるホスファチジルイノシトールの
分解によって産生する DAG は、プロテインキナーゼ C（PKC）を活性化することでシグ
ナル伝達においてセカンドメッセンジャーとして機能する [20]。また、DAG は赤痢菌等
のグラム陰性細菌が宿主へ侵入する時に細胞膜に形成する仮足状の葉状仮足（Membrane 
ruffle）や、エンドソーム膜に局在することが報告されている [21]。 
 近年、DAG と類似の化学構造を持つ Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）を用い
た実験により、DAG が DAMPS として機能することが示唆された [22]。PMA は DAG
と同様に PKC シグナル伝達経路を活性化し、アダプター分子 CARMA1-BCL10-MALT1
（CBM）複合体の形成 [23]、TNF-α receptor associated factor 6（TRAF6）の活性化
を誘導する [24]。TRAF6 は下流のリン酸化カスケードを制御することで、NF-κB の活
性化に関与していることが知られており、TRAF6 の活性化は NF-κB の活性化及び、急
性炎症応答を誘導する。すなわち、細菌侵入時に局在する DAG は、宿主細胞に DAMPS
として認識されることで、TRAF6 依存的な NF-κB 活性化を介して急性炎症応答を引き
起こすと考えられる。 
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1. 6.  TRAF6 の活性化とユビキチン修飾経路 
 タンパク質のプロテアソーム分解を誘導する翻訳後修飾として発見されたユビキチン
修飾系は、細胞内の様々な生命現象に関与していることが知られている。ユビキチンは、
76 個のアミノ酸から構成される分子量約 8500 の球状タンパク質で、真正細菌を除く広汎
な生物種に普遍的に保存されている。翻訳後修飾因子であるユビキチンは、標的タンパク
質へ付加されることで『シグナル』として機能し、標的の機能や運命を制御する。 
ユビキチン修飾反応は、ユビキチン活性化酵素（E1）、ユビキチン結合酵素（E2）、 
ユビキチンリガーゼ（E3)の 3 種類の酵素群により触媒される。初めに、ユビキチン活性
化酵素（E1）が ATP のエネルギーを利用し、ユビキチン C 末端のグリシン残基のカルボ
ニル基と自身の触媒システイン残基を介して、チオエステル結合を形成することで、ユビ
キチンを活性化する。次に、この結合が、E1～E3 の橋渡しを行う、ユビキチン結合酵素
（E2）の触媒システイン残基へと転移され、E2 酵素～ユビキチン チオエステル結合中間
体が形成される。最後に、標的タンパク質を選択的に認識するユビキチンリガーゼ（E3）
を介して標的タンパク質（基質）のリシン残基へ、イソペプチド結合により転移されるこ
とでユビキチン修飾が行われる [25] 。 
ユビキチン修飾には、標的に対して 1 つのユビキチンのみが付加されるモノユビキチン
化の他に、ユビキチンが数珠状に連結されたポリユビキチン鎖を修飾する、ポリユビキチ
ン化がある。ポリユビキチン鎖は、修飾されたユビキチン分子内のリシン残基（K6、
K11、K27、K29、K33、K48、K63）または、N 末端メチオニン残基（M1）を介したイ
ソペプチド結合により、連続してユビキチンが付加することで形成される。細胞内には、
これら 8 種類のポリユビキチン鎖が存在していることが報告されており、それぞれ異なっ
た『シグナル』として働くことで、細胞機能の制御に関与することが示されている [26]。
例えば、K48 ポリユビキチン鎖は、修飾された標的タンパク質をプロテアソームによる分
解へと誘導する、分解シグナルであるが、K63 ポリユビキチン鎖は、DNA 修復応答や、
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免疫系の制御シグナルとして機能する。ポリユビキチン鎖は連結様式によって異なった立
体構造を持つことから、ポリユビキチン鎖の構造的多様性が、ユビキチン修飾系に数多く
の生命現象の制御に関与することを可能にしていると考えられている。 
 アダプター分子 TRAF6 は、NF-κB 活性化経路においてユビキチンリガーゼとして働
いている（Figure 4）。PAMPS、DAMPS 刺激を受けることにより活性化した TRAF6
は、E2 酵素である Ubiquitin conjugating enzyme 13（Ubc13）-Ubiquitin conjugating 
enzyme variant 1a（Uev1a）複合体と共調し、自己へ K63 ポリユビキチン鎖を修飾す
る。この K63 ポリユビキチン鎖は、NF-κB の活性化に必要なリン酸化カスケードで働
く、TAK1 複合体や IKK 複合体の分子集合の足場として機能することが示唆されている 
[27] [28]。すなわち、上流からの刺激を受け、活性化した TRAF6 は自己へ K63 ポリユビ
キチン鎖を修飾し、これにより下流のリン酸化カスケードが活性化され、最終的に NF-
κB の活性化が誘導される。 
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Figure 4 DAG による NF-κB の活性化と、OspI によるその抑制 
 グラム陰性細菌の感染時に形成される葉状仮足（Membrane ruffle）に局在する DAG
は PKC を活性化し、CARMA1-BCL10-MALT1（CBM）複合体が形成され、下流のユビ
キチンリガーゼ TRAF6 の活性化を引き起こす。TRAF6 は E2 酵素複合体 Ubc13-Uev1a
依存的に自己へ K63 ポリユビキチン鎖を修飾する。これを足場として TAK1 複合体、IKK
複合体が形成され、IκB をリン酸化することにより、NF-κB が活性化し、核内へ移行す
る。その結果、炎症性サイトカインの産生が促進される。赤痢菌エフェクターOspI は
DAG-BCL10-TRAF6-NF-κB 経路を阻害することで急性炎症応答を抑制する。 
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1. 7.  エフェクタータンパク質とは 
 一部のグラム陰性細菌は、われわれが発達させてきた免疫系に対して、エフェクタータ
ンパク質（エフェクター）と呼ばれる毒性タンパク質群を進化させてきた。エフェクター
は、細菌の感染時に注射針状の分泌装置を介して、宿主細胞の細胞質へと直接分泌され
る。分泌されたエフェクターは宿主タンパク質との結合、リン酸化、ユビキチン化といっ
た種々の宿主高次機能を乗っ取り利用することで、病原菌の感染を亢進する働きを持つ
（Figure 5）。 
 Outer surface protein I（OspI）は、III 型分泌装置を介して分泌される、赤痢菌の新規
のエフェクタータンパク質として同定された [29]。OspI は DAG により誘導される
TRAF6～NF-κB 依存的な急性炎症応答を抑制する機能を持つ（Figure4）。OspI は脱ア
ミド化酵素であり、E2 酵素 Ubc13 の 100 番グルタミン側鎖アミド結合を加水分解する
ことでグルタミン酸へと修飾する。Ubc13 は TRAF6 の自己ユビキチン化に必要な因子で
あり、OspI による脱アミド化修飾をうけた Ubc13 は TRAF6 と共調することができず、
結果 TRAF6 による自身への K63 ポリユビキチン化修飾が阻害され、NF-κB の活性化が
抑えられる。DAG は、赤痢菌感染時に宿主細胞膜に形成される葉状仮足に局在すること
が知られており、OspI はこの DAG を介した TRAF6～NF-κB 依存的な急性炎症応答を
抑制していると考えられる。 
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1. 8.  OspI による脱アミド化反応 
 変異赤痢菌を用いた感染実験と、変異体 OspI を用いた in vitro 脱アミド化実験によ
り、OspI の活性残基として Cys62、His145、Asp160 の 3 残基が活性に必須であること
が報告されていた [29]。また、野生型 OspI の X 線結晶構造解析により、OspI は
Pseudomonas syringae のエフェクタータンパク質である AvrPph と類似の構造をとって
いることが示された（Figure 6、7） [29]。AvrPph は OspI と同様の活性部位を保持す
るシステインプロテアーゼファミリーであることから、OspI はシステインプロテアーゼ
様の活性部位を形成し、プロテアーゼによるペプチド結合の加水分解と同様の反応機構に
より脱アミド化反応を行うと予想された。しかしながら、報告された OspI の結晶構造中
では活性残基である Cys62 と近傍の Cys65 がジスルフィド結合しており、システインプ
ロテアーゼ様の活性部位を形成していなかった（Figure 7）。 
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第 2 章 OspI 変異体結晶構造解析 
 
2. 1.  目的 
 OspI は活性残基（Cys62、His145、Asp160）の構成と、類似の立体構造を持つ
AvrPph がシステインプロテアーゼであることから、システインプロテアーゼ様の活性部
位を形成し、同様の加水分解機構を介して脱アミド化反応を行っていると考えられた。し
かし、野生型 OspI は単独状態の結晶構造中で、活性 Cys62 が近傍の Cys65 とジスルフ
ィド結合を形成しており、システインプロテアーゼ様の活性部位を形成していなかった。
そこで、本研究では、OspI の活性残基である Cys62 または Cys65 の変異体を作製し、こ
れらの結晶構造を決定することで、活性型構造の解明とそれに伴う構造変化を明らかにす
る。 
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2. 2.  方法 
2. 2. 1.  SDS-PAGE 
SDS-PAGE は以下に示す方法で行った。評価試料に対して体積比 1/4 の Sample 
Denature Buffer(10% Sodium dodecyl sulfate（SDS）、10mM 2-Mercapt ethanol（2-
ME）、20% Glycerol、0.2M Tris/HCl pH 6.8、0.05% Bromophenol blue)と混合し、
95℃で 5 分ボイルしたものを SDS-PAGE 用試料とした。SDS-PAGE に用いるゲルは
Running Gel：12% acrylamide、0.3M Tris/HCl pH 8.8、 0.1% SDS、0.05% 
ammonium per sulfate（APS）、0.01% tetramethylethylenediamine（TEMED）、
Stacking Gel：4% acrylamide、125mM Tris/HCl pH 6.8、0.1% SDS、0.05% APS、
0.01% TEMED の組成で作製し、SDS-PAGE 電気泳動 Buffer（25mM Tris、50mM 
Glycine、0.12% SDS）を用いて定電流設定でゲル 1 枚あたり 20mA の条件で電気泳動を
行った。タンパク質の分子量の目安として、タンパク質分子量マーカーLMW Marker Kit
（GE Healthcare）を使用した。LMW Marker Kit は、rabbit muscle 由来
Phosphorylase B（97000Da）、bovine serum 由来 Albumin（66000Da）、chicken egg 
white 由来 Ovalbumin（45000Da）、bovine erythrocyte 由来 Carbonic anhydrase
（30000Da）、soybean 由来 Trypsin inhibitor（20100Da）、bovine milk 由来α-
Lactalbumin（14400Da）から構成され、それぞれの SDS-PAGE 結果に分子量を示し
た。タンパク質の検出は、全て Coomassie Brilliant Blue（CBB）染色を用いた。電気泳
動後のゲルをイオン交換水中で洗浄し、固定染色液（0.25% CBB、5% エタノール、7.5%
酢酸）で 15 分振盪し染色、脱色液（5% エタノール、7% 酢酸）で一晩脱色した。 
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2. 2. 2.  OspI 精製 
OspI（C62S、C62A、C65S）は pGEX-6P ベクターを用いて、Glutathione S 
Transferase（GST）タグ融合タンパク質として大腸菌（DE3 BL21）発現系により発現
した。培養には LB 培地（10g/ℓ ポリペプトン、5g/ℓ 乾燥酵母エキス、5g/ℓ NaCl）
へ終濃度 100mg/ℓ になるようにアンピシリンを加えた培地を使用した。本培養の
1/100 量培地で前培養を一晩行い、本培養に移した。本培養開始後、濁度（OD600）を測
定し OD600：0.5 で終濃度 0.1mM になるように Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside
（IPTG）を添加し、20℃ 20 時間培養を行った。その後、6000×g 30 分遠心分離により
集菌し、沈殿画分（菌体）を Lysis Buffer（150mM NaCl、25mM Tris/HCl pH 7.5）で
懸濁し、再度 6000×g 30 分遠心分離、上清を捨て菌体は-80℃で凍結保存した。 
精製では、菌体 6g 分に対して 60mℓの Lysis Buffer で凍結菌体を懸濁したのちに、超
音波破砕機を用いて破砕した。大腸菌破砕液は 30000×g 30 分で遠心分離し、上清を可溶
画分とした。次に、可溶画分は GST タグを用いて Glutathione Sepharose 4B（GE 
Healthcare）によるアフィニティークロマトグラフィーにより精製した。オープンカラム
を用いて、3ℓ 分の可溶化画分に対して、5mℓのビーズを使用して、吸着操作を 5 回繰
り返し行った。100mℓの Lysis Buffer で洗浄後、Elution Buffe（20mM Glutathione、
30mM Tris/NaOH pH 7.5）を 5mℓずつ 4 回加え融合タンパク質を溶出した。SDS-
PAGE により融合タンパク質が検出された画分に Prescission Protease を加え 4℃20 時
間静置することで GST タグを切断した。タグを切断したタンパク質溶液は 1ℓ 脱塩バッ
ファー（25mM Tris/HCl pH 7.5, 10mM 2-ME）を用いて 2 時間×2 回 透析を行った。
次に AKTA（GE Healthcare）高速液体クロマトグラフィーシステムを利用してイオン交
換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフィーを行った。切断した GST タグとの
分離を目的とし、HiTrap QFF 5mℓ（GE Healthcare）による陰イオン交換クロマトグラ
フィーを行った。カラムからの溶出は、NaCl を利用し、A Buffer（0mM NaCl, 25mM 
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Tris/HCl pH 7.5, 10mM 2-ME）に対して B Buffer（2M NaCl, 25mM Tris/HCl pH 7.5, 
10mM 2-ME）を NaCl が直線的な濃度勾配を形成するように混合した。溶出画分は SDS-
PAGE により評価し、OspI を含む画分を次の精製試料とした。イオン交換クロマトグラ
フィーのみでは、完全な GST タグの排除は難しい。さらに、OspI を含む画分には OspI
よりやや低分子の不純物が混在し、ゲルろ過クロマトグラフィーにより純度の向上を図っ
た。ゲルろ過クロマトグラフィーは、HiLoad Superdex75 26/600（GE Healthcare）カ
ラムを使用し、Buffer は 150mM NaCl、25mM Tris/HCl pH 7.5、10mM 2-ME の組成
で行った。溶出画分は SDS-PAGE で純度を評価し、不純物の少ないピーク前半を結晶化
試料として、結晶化 Buffer（25mM Tris/HCl pH 7.5、1mM DTT）で透析した。結晶化
Buffer へ透析した試料は、Amicon Ultra 10k（Millipore）を用いた限外濾過濃縮法で、
20mg/mℓを目安とし濃縮した。  
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2. 2. 3.  結晶化、構造解析 
精製サンプルを用い、結晶化条件スクリーニングにより結晶化条件の探索を行った。スク
リーニングには、シッティングドロップ蒸気拡散法を用い、タンパク質試料 1μℓ にたい
して結晶化溶液 1μℓ を加え結晶化を行った。このスクリーニングには、HAMPTON 
Crystal Screen I, II を用いた。OspI は多くの条件で結晶を生じるが、全て回折実験に不
向きな針状多結晶であるため、さらなる条件検討を行った。条件検討はハンギングドロッ
プ蒸気拡散法を用いて、スクリーニング同様、タンパク質試料 1μℓ に対して結晶化溶液
1μℓ を加えて結晶化を行った。結晶化条件は、スクリーニングで得られた条件を元に検
討した。条件検討では更に、多結晶の改善に有効とされている、ミクロシーディングを行
った。ミクロシーディングでは得られた結晶を細かく砕き、それを種結晶として結晶の質
の向上を図った。種結晶は、結晶析出条件の溶液中で破砕し 6 時間インキュベートした。
ニードルを種結晶溶液につけた後、そのニードルで結晶化溶液とタンパク質試料 混合直
後のドロップに触れることで、種結晶の播種を行った。回折実験は SPring-8 BL-44XU で
行った。得られたデータはプログラム HKL2000 [30]を用いて指数付け、積分を行い、位
相決定は、既に決定されていた野生型 OspI 単独構造（PDB ID：3B21）をモデルに、
CCP4 [31]に統合される Molrep [32]を用いた分子置換法により行い、CCP4 refmac5 
[33]、Coot [34]によりモデルの修正、精密化を行った。 
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2. 3.  OspI Cys62Ser 変異体単独結晶構造解析 
実験方法で述べた通り、OspI C62S は GST 融合タンパク質として大腸菌発現系を用い
て発現し、GST タグを用いたアフィニティークロマトグラフィーを行った（Figure9）。溶
出画分を SDS-PAGE で確認し、OspI C62S が含まれる、Elution1～3 をタグ切断後、次
の精製に用いた。次に、陰イオン交換クロマトグラフィーを行った（Figure10）。陰イオ
ン交換クロマトグラフィーの結果、2 つの波長 280nm 吸光度を示した。一次配列から
ProtParam Server [35]を用いて算出した、それぞれの理論等電点は GST：5.4、OspI：
4.95 であることから、Buffer pH（7.5）により近い GST の方が低塩濃度で溶出されると
考えられる。更に、1 つ目の溶出ピークのタンパク質は、2 つ目の溶出ピークを構成する
タンパク質と比較して僅かに小さい分子量を示した。GST（約 23kDa）は OspI（約
25kDa）より分子量が僅かに小さいことから、SDS-PAGE の結果からも 1 つ目の溶出ピ
ークが GST であり、2 つ目の溶出ピークが OspI であることが強く示唆された。これらの
ことから、2 つ目の溶出ピークの画分 25～27 をゲルろ過クロマトグラフィーに用いた。
ゲルろ過クロマトグラフィー溶出画分から不純物の混入の少ない、画分 6～9 を結晶化試
料とした。得られた試料は 21.9mg/mℓまで濃縮し結晶化を行った（Figure11）。結晶化
はファーストスクリーニング HAMPTON Crystal Screen I No.18、0.2M Magnesium 
acetate、0.1M Sodium cacodylate pH 6.5、20％PEG8000 で得られた結晶を回折実験
に用いた。回折実験の結果を Table2 に示す。 
構造解析の結果、OspI C62S 単独構造は分解能 2.2Å で決定した（Figure12）。OspI 
C62S の二次構造は単独結晶構造中で、7 本の α ヘリックスと、1 本の 310 ヘリックス、5
本の β ストランドから形成されていた。野生型 OspI では 2 つに分かれていた 310 ヘリッ
クスが 1 本になっていることを除き、二次構造に大きな相違はみられなかった。 
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Table 2 OspI 変異体 単独結晶構造解析に関する回折実験及び精密化統計値 
 
 
 
OspI C62S OspI C65S OspI C62A 
Data Collection      
Space Group  C 2221 P 212121 P 212121 
Unit-Cell(a,b,cÅ)  68.4,92.0,68.1 68.1,67.3,85.0 67.5,67.9,85.0 
Wave Length(Å)  0.9 0.9 0.9 
Resolution(Å) 
 38.1-2.2(2.24-
2.20) 
50.0-2.8(2.85-
2.80) 
50.0-3.0(3.05-
3.00) 
Total Reflection  80257 103650 49143 
Unique Reflection  11184 9945 8194 
Completeness  99.9(100.0) 99.5(97.3) 99.9(100.0) 
R merge(％)  9(24.5) 16.0(35.5) 16.0(29.4) 
I /sigma  14.3 7.1 12.5 
Redundancy  7.2(7.4) 10.4(10.6) 6.0(5.7) 
     
Refinement Data     
Resolution(Å)  38.1-2.2 84.9-2.8 53.0-3.0 
Reflection  10572 9829 7750 
Reflection of R free  738 515 375 
R work/R free(％)  18.1/24.8 29.6/36.5 24.8/26.9 
R.m.s.d.  
bond length(Å) 
 
0.010 0.009 0.003 
R.m.s.d.  
bond angle( ° ) 
 
2.261 1.232 0.404 
Residue(atom)  1492 2983 2983 
Water molecules  111 ― ― 
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2. 4.  OspI Cys62Ala 変異体単独結晶構造解析 
 OspI C62A 変異体も、OspI C62S 変異体同様に発現、精製した。GST タグを用いたア
フィニティークロマトグラフィーの結果、Elution 1～3 を次段精製試料とし、アフィニテ
ィータグを切断、陰イオン交換クロマトグラフィーを行った（Figure 14）。ゲルろ過クロ
マトグラフィーの溶出画分から、不純物の混入のすくない画分 7～11 を結晶化試料とし
て、40.3mg/mℓまで濃縮し、結晶化を行った（Figure 15）。結晶化条件は OspI C62S
を参考に行い、0.2M Magnesium Acetate、0.1M Tris/HCl pH 6.5、25%（w/v）
PEG8000 の条件で針状結晶が得られた（Figure 16）。針状多結晶は回折実験に不向きで
あることから、シーディングにより結晶の質の向上を図り、板状結晶を得たが、分解能は
向上しなかった。 
 回折実験の結果、統計値を Table 2 に示す。OspI C62A の単独結晶構造を分解能 2.8Å
で決定した（Figure 17）。OspI C62A は野生型 OspI や C62S 変異体とは異なった晶系で
得られた。C62A 変異体の 7 本のαヘリックスと５本のβストランドで構成され、野生型
OspI とは異なり 310 ヘリックスが崩壊し、α4 の伸長が観察された。 
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2. 5. OspI Cys65Ser 変異体単独結晶構造解析 
実験方法に示した通りに発現、精製、結晶化を行った。OspI C65S 変異体は大腸菌発現系
を用いて GST 融合タンパク質として発現、アフィニティークロマトグラフィーを行った
（Figure 18）。OspI C65S 変異体は他の変異体と比較して収量が少なかった。溶出画分の
うち GST-OspI C65S を含む、Elution 1、2 を用いて陰イオン交換クロマトグラフィーを
行った（Figure 19）。これまでの他の変異体の精製と同様に、後半のピークに OspI が含
まれると判断し、画分 11、12 をゲルろ過クロマトグラフィーに用いた。また、他の変異
体と比べ、OspI C65S 変異体は、不純物を多く混入しているため、画分 6、7 のみを結晶
化に用いた（Figure 20）。結晶化条件は OspI C62A 変異体と同様に OspI C62S 変異体の
結晶化条件を参考に条件検討を行った。OspI C65S 変異体も他の変異体と同様に針状多結
晶を生じ、ミクロシーディングを行ったが、結晶の形状や質に変化は見られなかった。最
終的に、0.18M Magnesium Acetate、0.1M Tris/HCl pH 6.5、25%（w/v）PEG8000
で得られた結晶を回折実験に用いた（Figure 21）。 
 回折実験の統計値は Table 2 に示した。OspI C65S 変異体は OspI C62A 変異体と同系
の P212121 晶系で得られ、分離能 2.8Åで結晶構造を決定した（Figure 22）。OspI C65S
変異体の結晶構造は、７本のαヘリックスと、６本のβストランドから構成されていた。
また、同系の結晶であった、OspI C62A 変異体と同様に、310 ヘリックスは崩壊していた
が、α4 の伸長は見られなかった。更に、β4-5 間にβストランド（β4.5）が挿入されて
いた。 
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2. 6. 考察 
 OspI 変異体と野生型の全体構造を比較したところ、WT との CαRMSD は（C62S：
0.30Å、C62A：0.36Å、C65S：0.49Å）であり主鎖構造に大きな違いは見られなかっ
た（Figure 23）。しかし、活性システインの位置するα3 直前のループ構造には違いが見
られた。これは、変異による環境の変化であること、ループ周辺の温度因子が高いことか
らループ自身が非常に柔軟な構造であるためだと考えられる（Figure 24）。次に、OspI 
WT、C62S、C62A、C65S とシステインプロテアーゼ Pseudomonas syringae AvrPph
の活性部位を比較した。その結果、全ての OspI 変異体で 62 番目のアミノ酸残基側鎖は
Cys65（Ser65）ではなく、His145 の方へ向いて、野生型とは異なった構造をとっていた
（Figure 25）。この構造は、システインプロテアーゼである AvrPph の活性部位と類似の
構造であることから、OspI がシステインプロテアーゼ様の活性部位を形成していると言
える。つまり、OspI の Cys62 が、システインプロテアーゼのペプチド加水分解反応にお
いて、求核攻撃を行う触媒システイン残基の役割を果たしていることが示唆された。 
 システインプロテアーゼは、活性部位近傍にオキシアニオンホールと呼ばれる正電荷に
帯びたポケットを形成することが知られている。オキシアニオンホールは、加水分解反応
時に基質カルボニル酸素と水素結合を形成することで、四面体中間体を安定化し、システ
インプロテアーゼの高い活性を維持するために必須である。AvrPph では Asn96 主鎖アミ
ド基と、Asn93 側鎖δ位アミド基から構成されるオキシアニオンホールが存在する 
[36]。そこで、OspI と AvrPph の活性部位構造を比較したところ、AvrPph の Asn96、
Asn93 それぞれに対して OspI では Gly60、Asn162 が存在し、これらのアミノ酸残基に
よりオキシアニオンホールを形成していることが示唆された（Figure 26）。さらに、OspI 
Q162A 変異体を作製し、脱アミド化活性測定実験を行うことにより、Asn162 がオキシ
アニオンホールとして機能しているかを検証した（※脱アミド化実験の手法に関しては 3
章で記述する）。その結果、Q162A 変異体は、野生型と比較して低い活性を示した。この
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ことから、OspI では Gln162 がオキシアニオンホールを形成し、システインプロテアー
ゼ様の反応機構により加水分解活性を示していると考えられる。つまり、OspI の脱アミ
ド化反応では、OspI が Ubc13 を認識した酵素基質中間体を形成し、OspI Cys62 γ位硫
黄による Ubc13 Gln100 δ位炭素への攻撃により OspI と Ubc13 がチオエステル結合し
た四面中間体となる、その後、アミノ基がアンモニウムイオンとして脱離したアミノアシ
ル中間体が形成される。最終的に、遊離水分子がアミノアシル中間体中のチオエステル結
合へと求核攻撃することにより、Ubc13 Glu100 が OspI Cys62 から脱離することで脱ア
ミド化反応は完了する。 
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Figure 26 OspI のオキシアニオンホール 
A）OspI WT、C62S、C62A、C65S と AvrPph のオキシアニオンホールを形成するアミ
ノ酸残基と活性残基をスティック図で表した。OspI は Gly60 主鎖アミド基、Gln162 側
鎖ε位のアミド基により、AvrPph は Asn96 主鎖アミド基、Asn93 側鎖δ位のアミド基
によりオキシアニオンホールを形成しているとが示唆された。AvrPph Asn93 側鎖δ位ア
ミド基は、OspI Gln162 側鎖ε位のアミド基と比較して、オキシアニオンホールに対して
反対の構造で決定されているが、反応時は同様に側鎖アミド基がオキシアニオンホールの
形成に寄与すると考えられる。 
B）OspI Q162A 変異体の Native-PAGE 法を用いた OspI Q162A 変異体活性測定。OspI
による基質 Ubc13 の脱アミド化修飾は Native-PAGE での電気泳動度の差異で検出可能で
ある。10µg の Ubc13 に対して、図中に示した終濃度で OspI を加え、30 度 10 分間反応
させた後 Native-PAGE を行った。OspI Q162A 変異体では negative control に対して電
気泳動度の差はない。つまり、脱アミド化反応は進んでおらず活性が低下したことが示さ
れた。 
 
 
 
ਫ਼࣍2VS,ഷε੄8EFഉ܏੄ٗࢻۥਚ҈উ

  ෾଺
 2VS, ʍՂࠃʇɶʅ(܂য়8EFɫՍʊடଜɴʫʅɣʪɫƐɼʍ௳߳Ցۥʎ෢ʨɪʆ
ʎʉɣƑɼɲʆƐ2VS, ʇ 8EF ʍഉ܏੄ٗࢻۥਚ҈উʱۼɣƐ2VS, ʍՂࠃ௳߳Ցۥɩ
ʧʒɼʍৣҦՑۥʍ҈෢ʱ෾଺ʇɸʪƑ
)LJXUH *672VS, ˩˽˒ʸ̅ࠄٽ
*672VS, ʱ๑ɣɾ˩˽˒ʸ̅ࠄٽٗѢƑՂࠃʆɡʪ8EFʍฐॲثƸ:7ƹʇƐ੺ʴ˱
˛ѓࡄࣼʱ࠷ɰɾ8EFʇடஉʍ8EF4(ഷε੄ʍƐ*672VS,Ƹ:7Ɛ&$Ɛ
&6Ɛ&6ƹʊ੆ɸʪٗ܏ढ໾१ʱ˩˽˒ʸ̅ࠄٽʊʧʩೆїɶɾƑ
51 
 
3. 2.  方法 
3. 2. 1.  Ubc13 精製 
 野生型および変異体 Homo sapiens Ubc13 は pET-28b ベクターを用いた His×6 タグ
融合タンパク質として大腸菌（DE3 BL21）を用いて発現した。培養には LB 培地に終濃
度 20mg/ℓ になるようにカナマイシンを加え、OspI と同様に前培養、本培養、誘導、集
菌を行った。 
1 回の精製に菌体 6g 分を用いた。菌体 6g 分に対して 60mℓの Lysis Buffer を加え凍
結菌体を懸濁したのちに、超音波破砕機を用いて破砕した。大腸菌破砕液を 30000×g 30
分で遠心分離を行い、上清を可溶化画分として精製した。可溶画分は次に His×6 タグを用
いて Ni Sepharose 6 Fast Flow（GE Healthcare）によるアフィニティークロマトグラフ
ィーを行った。オープンカラムを用いて、3ℓ 分の可溶化画分に対して、5mℓのビーズを
用いて、5 回繰り返し流すことにより吸着操作を行った。100mℓの Lysis Buffer で洗浄
後、Elution Buffer（300mM  imidazole、200mM NaCl、20mM Tris/HCl pH 7.5）を
5mℓずつ加え融合タンパク質を溶出した。SDS-PAGE により、融合タンパク質を含む画
分へ Thrombin protease を加え 20℃ 20 時間処理することで、アフィニティータグを切
断し、脱塩 Buffer へ透析した。Ubc13 はアフィニティータグの切断および、脱塩によっ
て白色沈殿を多く生じるため、透析後の試料は 30000×g 30 分で遠心分離を行い、上清画
分を次の精製に使用した。次に AKTA 高速液体クロマトグラフィーシステムを利用して、
OspI 同様に HiTrap QFF 5mℓカラムを用いた陰イオン交換クロマトグラフィー、
HiLoad Superdex75 26/600 カラムを用いたゲルろ過クロマトグラフィーを行い、精製
純度の向上を図った。ゲルろ過クロマトグラフィーの溶出画分を SDS-PAGE により評価
し、Ubc13 を含む画分を最終標品とした。 
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3. 2. 2.  OspI-Ubc13 複合体形成条件の検討および精製、結晶化 
 GST-OspI を用いた GST プルダウン実験により、Ubc13 と結合し、安定な複合体を形
成する条件の検討を行った（Figure 27）。野生型 OspI および C65S 変異体では、Ubc13
との結合がみられず、活性残基変異体である C62A、C62S 変異体でのみ結合が確認され
た。また、全ての OspI で、脱アミド化生成物と同等の Ubc13 Q100E 変異体の結合は見
られなかった。このことから、複合体の調製には OspI C62A、C62S を使用した。 
 OspI 変異体および Ubc13 はゲルろ過クロマトグラフィー後の試料を複合体の調製に用
いた。OspI に対してモル比で 1：１以上になるように Ubc13 を加え、複合体を調製し
た。OspI-Ubc13 複合体は、陰イオン交換クロマトグラフィーを行うことで、複合体が解
離し、それぞれ別々に溶出されたため、陰イオン交換カラムを用いた精製はできない
（Figure 28）。よって、複合体の精製には HiLoad Superdex75 26/600 を用いたゲルろ
過クロマトグラフィーを行い、SDS-PAGE で複合体が形成されている画分を、結晶化
Buffer へ透析した。透析後の試料を、Amicon Ultra 30k（Millipore）を用いて濃縮し、
OspI 同様にシッティングドロップ蒸気拡散法により結晶化条件のスクリーニングを行
い、ハンギングドロップ蒸気拡散法で条件検討を行った。 
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3. 3.  OspI Cys62Ala-Ubc13 複合体結晶構造解析 
Ubc13 は大腸菌発現系を用いて、His×6 タグ融合タンパク質として発現し、Ni-NTA 
Sepharose を利用してアフィニティークロマトグラフィーによる精製を行った（Figure 
30）。溶出画分の SDS-PAGE の結果、Elution 1～4 へ Thrombin protease を加え His×6
タグを切断した。実験方法に示した通り、His×6 タグの切断および脱塩透析により白濁沈
殿を生じるため、遠心分離を行ったのち、この上清画分を用いて陰イオン交換クロマトグ
ラフィーを行った（Figure 31）。SDS-PAGE の結果、低い塩濃度で溶出された画分が
Ubc13 であることが示され、画分 12～15 を用いてゲルろ過クロマトグラフィーを行っ
た。ゲルろ過クロマトグラフィーの結果、Ubc13 はシングルピークを示し、SDS-PAGE
の結果をもとに画分 4～6 を複合体の調製に用いた（Figure 32）。 
OspI C62A に対してモル比で 1：1 以上になるように Ubc13 を加えたものを試料とし
て、ゲルろ過クロマトグラフィーを行った（Figure 33）。溶出画分の SDS-PAGE の結果
から、複合体を形成している画分 14～18 を結晶化試料として、透析、濃縮した。結晶化
条件スクリーニングは 33mg/mℓまで濃縮した試料で HAMPTON Protein Complex 
Suite を用いてスクリーニングを行った。その結果 0.2M Potassium Iodate、0.1M M-4-
morpholinoethanesulfonic（MES） pH 6.5、25% PEG4000 の条件と 0.1M Tris pH 
8、1.2M Sodium/Potassium tartrate の条件で結晶が得られた（Figure 34）。次に結晶の
質の改善を目指してハンギングドロップ蒸気拡散法を用いて、塩、緩衝液、沈殿剤濃度の
条件検討を行った。しかし、同一試料、同一の結晶化溶液で結晶化を行った場合でも、結
晶を生じず球状の非晶質を生じる場合が見られた（Figure 34）。この現象は、精製後時間
の経過した試料に顕著であったことから、試料中の還元剤が結晶化に影響していると考え
られた。そこで、結晶化溶液中に DTT を添加し、結晶化を行った。その結果、0.4M 
Potassium Iodate、0.1M MES pH 6.5、15% PEG8000、4mM DTT の条件で結晶が得
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られた（Figure 34）。この結晶を用いて、SPring-8 BL44-XU にて X 線回折実験を行った
（Table 3）。 
 OspI C62A-Ubc13 複合体結晶は、OspI C62A 変異体単独構造と、既に報告されていた
単独状態の Ubc13（PDB ID：1JBB）の構造を用いて、Phenix Phaser [37] [38]を用い
た分子置換法により位相決定を行い、Crystal NMR System Refine、Composite omit 
map [39] [40]を用いて精密化、電子密度図作製を行い、CCP4 Refmac を用いて結晶構造
中に存在するヨウ素分子の精密化を行った。 
 構造解析の結果 OspI C62A-Ubc13 複合体結晶構造を、分解能 3.0Åで決定した
（Figure 35）。複合体中の OspI C62A 変異体はα1～7 の 7 本のαヘリックスと、β1～
5 の 5 本のβストランドから構成され、310 ヘリックスは含まれなかった。Ubc13 はα1
～4 の 4 本のαヘリックスと、β1～6 の 6 本のβストランドから構成されていた。結晶
構造中で OspI は基質残基である Gln100 を含む表面と結合しており、Ubc13 の活性残基
である Cys87 の位置する分子表面との間に相互作用は見られなかった。 
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Figure 31 Ubc13 陰イオン交換クロマトグラフィー 
AKTA システムを用いた陰イオン交換クロマトグラフィー（HiTrap QFF 5mℓ）の結果
クロマトグラム（上）と、溶出画分（11～15、18、19）の SDS-PAGE 結果（下）。クロ
マトグラムは横軸に溶出体積（mℓ）、縦軸に波長 280 nm 吸光度（青）と、溶出 Buffer
の塩濃度（黄緑）を表した。吸光度は相対値（AU）を、塩濃度勾配は A Buffer（0M 
NaCl TBS）と B Buffer（2M NaCl TBS）の混合比率（％）を表示している。分子量マー
カーを参考に、14～20.1kDa にあるバンドが Ubc13（約 17 kDa）であると判断した。 
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Table 3 OspI-Ubc13 複合体 結晶構造解析に関する回折実験及び 
   精密化統計値 
 
OspI C62A-Ubc13 OspI C62S-Ubc13 
Data Collection  
  
Space Groupe 
P 32
1
 P4
3
2
1
2 
Unit-Cell(a,b,cÅ) 119.2,119.2,70.0 109.8,109.8,264.6 
Wave Length 0.9 0.9 
Resolution(Å) 50.0-3.0(3.00-2.96) 50.0-3.0(3.05-2.997) 
Total Reflection 56970 59760 
Unique Reflection 12193 21544 
Completeness 99.8(100.0) 99.5(100.0) 
R 
merge
 
9.4(30.0) 7.7(43.0) 
I /sigma 13.3 23.76 
Redundancy 3.4(3.5) 2.8(2.9) 
   
Refinement Data 
  
Resolution(Å) 33.14-2.96 46.62-3.00 
Reflection 12150 31539 
Reflection of R 
free
 
1251 1679 
R 
work
/R 
free
 
24.5/28.6 21.4/28.1 
R.m.s.d. bond length 0.009 0.011 
R.m.s.d. bond angle 1.381 1.267 
Residue(atom) 2699 10796 
Water molecules 0 0 
Others(Iodine) 4 
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3. 4.  OspI Cys62Ser-Ubc13 複合体結晶構造解析 
  OspI C62A-Ubc13 複合体と同様にして調製し、HiLoad Superdex75 26/600 ゲルろ
過クロマトグラフィーを行い、複合体を含む画分を結晶化試料として結晶化に用いた。 
OspI C62A-Ubc13 複合体の結晶化条件をもとに、ハンギングドロップ蒸気拡散法で、塩
に Potassium Iodate、緩衝剤に MES pH 6.5、沈殿剤に PEG8000 を用い条件検討を行
ったが、分解能の高い回折像を得ることはできなかった。また、シッティングドロップ蒸
気拡散法を用い、HAMPTON PEG/ION Screen I、II、QIAGEN JCSG Core Suite III に
よる結晶化条件のスクリーニング行った。その結果、PEG/ION Screen I の 0.2M 
Potassium Nitrate、20% PEG3350 の条件で結晶が得られ、それを用いて構造解析を行
った。 
OspI C62S-Ubc13 複合体結晶は、OspI C62A-Ubc13 をモデルとして用いた分子置換
法では有意な解が得られなかったため、個別に OspI C62S 変異体と Ubc13（PDB ID：
1JBB）をモデルとして用いて、分子置換法による解析を行った。CCP4 refmac5 を用い
て先に OspI C62S のみの条件で解を導出した。しかしながら、R/Rfree より得られた結果
は有意なものでなかったことから、決定された 2～5 分子の OspI の解析結果を用いて
CCP4 refmac5 で実際に電子密度を作製し、モデルと電子密度の一致を確認した。その結
果、OspI 3 分子までは電子密度に沿ったモデルが存在したため、これを Input fix model
として固定し、Ubc13（PDBID：1JBB）をサーチモデルとして Phenix Phaser を用いて
分子置換法を行い。精密化は PHENIX refine [41]を用いて行った。 
 構造解析の結果、OspI C62S-Ubc13 複合体結晶構造を分解能 3.0Åで決定した
（Figure 36）。OspI C62S-Ubc13 は非対称単位中に 4 分子の OspI と、4 分子の Ubc13
を含んでいた。OspI には 1 分子の OspI と 2 分子の Ubc13 が接触しており、2 分子のう
ち一方が、OspI C62A-Ubc13 複合体と同様の様式で複合体を形成していた（Figure 
37）。 
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3. 5.  考察 
 複合体結晶構造解析の結果、OspI C62A-Ubc13 複合体構造中では 1 種類、OspI 
C62S-Ubc13 複合体では OspI C62A-Ubc13 複合体で確認された相互作用様式の他にも
う一種の相互作用様式が見られた（Figure 38）。新たに確認された相互作用では、OspI
は Ubc13 の S1、S2-3 ループから構成される表面を認識しており、Ubc13 の触媒
Cys87、脱アミド化修飾をうける Gln100 のどちらもこの相互作用表面には含まれない。
また、相互作用面積に関しても、Gln100 を含む表面による相互作用（1024Å2）と比較
して、408Å2 と小さかった [42]。このことから、OspI C62S-Ubc13 複合体中で新たに
確認された相互作用様式は脱アミド化反応には関与しないと考えられるため、以降は、
OspI C62A-Ubc13、OspI C62S-Ubc13 複合体の両者で見られた複合体構造を脱アミド
化反応における中間体複合体として扱う。 
 2 章で述べたように OspI による Ubc13 の脱アミド化反応中には複数の中間体が存在す
ると考えられる。中間体複合体結晶構造中の Ubc13 Gln100 は、OspI の活性部位の近傍
に位置していたが、Ala62 または Ser62 とは 4～６Å離れており、OspI-Ubc13 間に共有
結合性の結合は観察されなかった。（Figure 39）。したがって、決定した複合体構造は、
脱アミド化反応において加水分解反応が開始する直前の酵素基質中間体と等価であると考
えられる。 
 OspI-Ubc13 中間体複合体において、OspI は Ubc13 の N 末端 H1、S3-4 ループ、S6-
H2 ループから構成される表面を認識しており、脱アミド化修飾を受ける Ubc13 Gln100
は S6-H2 ループに存在する（Figure 35）。この表面は Ubc13 がユビキチンとチオエステ
ル結合中間体の形成に用いる触媒 Cys87 と独立した領域である。このことは、OspI によ
る Ubc13 の Gln100 への脱アミド化修飾は Ubc13 自身のチオエステル転移反応には影響
しないという報告を裏付けている。 
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 次に、OspI と Ubc13 の相互作用表面を検証したところ、結晶構造中で OspI は Ubc13
を相補的な電荷による相互作用と、疎水性相互作用 2 種類の相互作用により認識している
ことが明らかになった（Figure 40）。この相互作用表面は、OspI の Asp59、Gly60、
Ser63、Ile87、Thr92、Phe95、Asp103、Glu141、Gln142、Ala143、Thr144、
Tyr170、Asn184 とそれに対応する。Ubc13 の Gly3、Leu4、Arg6、Arg7、Arg14、
Met64、Ser96、Pro97、Ala98、Leu99、Gln100、Thr103、Leu106 のアミノ酸残基
から構成されていた（Figure 41）。OspI が認識する、Ubc13 正電荷表面は主に N 末端
H1 の Arg6、Arg7、Arg14 といった正電荷アミノ酸により構成され、疎水性表面は S3-4
ループの Met64、S6-H2 ループの Pro96、Leu99 を中心に構成されていた。 
 次に、既に立体構造が報告されている TRAF6-Ubc13 複合体結晶構造との比較を行い、
阻害機構を考察した（Figure 42）。TRAF6 は OspI と同様の表面を介して相互作用してお
り、S3-4 ループ、S6-H2 ループから形成される疎水性表面が E3 ユビキチンリガーゼとの
相互作用に重要であることが示唆されていた [43]。そのため、OspI により Ubc13 の
Gln100 がグルタミン酸へと修飾されることで、Ubc13 と TRAF6 の相互作用に影響し、
その結果 TRAF6 の自己ユビキチン化が阻害されていると考えられる。 
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Figure41 OspI－Ubc13 間の相互作用残基 
OspI（オレンジ）をリボン図、Ubc13（緑）をライン図、それぞれの相互作用に関与する
アミノ酸側鎖をスティックで表した。 
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Figure 42 Ubc13-TRAF6 との構造比較 
OspI C62A-Ubc13 複合体構造と、既に決定されていたユビキチンリガーゼ TRAF6-
Ubc13 複合体構造（PDB ID：3HCT）を、Ubc13 を基準に重ね合わせライン図で表し
た。 
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第 4 章 OspI-Ubc13 相互作用解析 
4. 1.  目的 
複合体結晶構造解析により、OspI-Ubc13 間の相互作用様式に関して原子レベルの構造情
報が得られ、相互作用に関与するアミノ酸残基が示唆された。これらアミノ酸残基の Ala
変異体を作製し、プルダウン実験および脱アミド化活性測定を行うことにより、OspI に
よる Ubc13 の認識における重要性を生化学的に評価する。 
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4. 2.  方法 
4. 2. 1.  GST プルダウン実験 
 3. 2. 2. で述べたように野生型 OspI は Ubc13 と安定な複合体を形成しないため、ベイ
トタンパク質として不適切である。そのため、GST-OspI C62A 変異体をプルダウン実験
に用いた。GST-OspI C62A は 2. 1. 同様にアフィニティークロマトグラフィーを行い、
タグ切断を行わず陰イオン交換クロマトグラフィーを行うことにより精製した。プルダウ
ン解析に用いた Ubc13 は、3. 2. 1. 同様にアフィニティークロマトグラフィー、His×６
タグ切断、陰イオン交換クロマトグラフィーを行うことにより精製し、プルダウン実験に
用いた。 
 初めに 25μM GST-OspI C62A 100µℓを 10μℓの Glutathione Sepharose へ加え、
Wash Buffer（150ｍM NaCl、Tris/HCl pH 7.5、10mM 2-ME）を 1mℓ加え、30 分間
ローテーターを用いて 4℃のチャンバー内で撹拌、インキュベーションを行い、GST-OspI
をベイトタンパク質として Glutathione Sepharose へと吸着した。吸着後、20000×g で
10 分間遠心分離し、上清を捨て、1mℓ Wash Buffer を加え懸濁し、再度 20000×g で
10 分間遠心分離し上清を取り除く洗浄操作を 3 回繰り返した。次にアナライトタンパク
質である 40µM Ubc13 を 200µℓ加え、GST-OspI と同様に吸着操作、洗浄操作を行っ
た。洗浄後の試料にサンプルバッファーを加え、SDS-PAGE を行い CBB 染色によりアナ
ライトの吸着を検出した。 
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4. 2. 2.  脱アミド化活性測定実験 
 脱アミド化活性測定で使用した、OspI および、Ubc13 は 2. 2. 1. および 3. 2. 1. と同
様の手順で精製を行った。OspI による Ubc13 の脱アミド化反応の検出は、Native-PAGE
を利用した。非変性条件での電気泳動である Native-PAGE では、OspI による脱アミド化
修飾を受けた Ubc13 は野生型と比較してアノード側へ高い泳動度を示すため、泳動度の
差異として脱アミド化反応を検出することが可能である。Native-PAGE は Running 
Gel：12% acrylamide、0.3M Tris/HCl pH 8.8、 0.05% APS、0.01% TEMED、
Stacking Gel：4% acrylamide、125mM Tris/HCl pH 6.8、0.05%APS、0.01% 
TEMED、の組成でゲルを作製し、Running Buffer（25mM Tris/HCl pH 8.3、0.2M 
Glycine）を使用して電気泳動を行った。10μg の Ubc13 に対して、図中に記載した終濃
度で OspI を加え、ゲルろ過 Buffer を用いて全量 12μℓ として 30℃ 10 分静置した。反
応後の試料を、4μℓ の Native-PAGE 4X Sample Buffer（invitrogen）と混合した後、
定電圧 170V 120 分電気泳動を行った。電気泳動は電気抵抗の上昇に伴うサンプルの変性
を避けるため、4℃のチャンバー内で行った。電気泳動後のゲルからのタンパク質の検出
には CBB 染色を用いて、SDS-PAGE と同様の工程で染色及び脱色を行った。 
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4. 3. 結果 
 OspI C62A-Ubc13 複合体結晶構造解析から OspI-Ubc13 間の相互作用に関与するアミ
ノ酸残基として、Ubc13 Arg6、Arg14、Met64、Leu99 に着目しこれらの Ala 変異体を
アナライトとして 4. 2. 1. に示した手順で GST-OspI C62A によるプルダウン実験を行っ
た（Figure 43）。プルダウン実験ではこれら Ubc13 変異体（lane 4～7）の他に、ベイト
タンパク質 Control としてアナライト無し（lane 1）、Positive Control として野生型
Ubc13 を（lane 2）、Negative Control として脱アミド化と同様のアミノ酸変異を加えた
Ubc13 Q100E 変異体を（lane 3）、アナライトとして吸着させた実験結果も示した。プル
ダウン実験の結果、Ubc13 R6A、M64A、L99A 変異体では野生型 Ubc13 と比較して結
合は弱く、Negative control である Ubc13 Q100E 変異体と同程度であり、結合親和性が
低下していた。一方、Ubc13 R14A 変異体は野生型 Ubc13 と比較しても結合量に大きな
差はなかった。 
 プルダウン実験での Ubc13 と同様に、OspI C62A-Ubc13 複合体結晶構造解析により
明らかになった、OspI 中で相互作用に関与する Ile87、Phe95、Gln142、Tyr170 の Ala
変異体を作製し、これらの脱アミド化活性を測定した（Figure 44）。Control について
は、Negative Control として OspI 未処理の野生型 Ubc13（lane 1）、OspI 活性残基変異
体（lane 4、5）を、Positive Control として、OspI 未処理の Ubc13Q100E 変異体
（lane 2）、野生型 OspI（lane 3）の、脱アミド化反応結果を示した。脱アミド化活性測
定の結果、OspI C62A、C62S、 I87A、F95A、Y170A 変異体は、Negative Control と
泳動度に差はなく脱アミド化活性の低下がみられた。しかし、OspI WT、C65S、 
Q142A 変異体では、Ubc13 の電気泳動度の変化が見られ、活性を保持していることが示
された。 
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4. 4.  考察 
 OspI-Ubc13 間の疎水性相互作用表面を形成する、OspI Ile87、Phe95、Ubc13 
Met64、Leu99 の変異体相互作用解析では、結合親和性の低下または活性の低下が確認さ
れ、一貫性のある結果が得られた。一方、電荷的相互作用表面では Ubc13 Arg6 の変異体
で結合親和性の低下が見られたものの、OspI Gln142、Ubc13 Arg14 の単独の変異では
結合親和性や活性の低下は確認できなかった。OspI Gln142 は複合体結晶構造中で、
Arg6 の主鎖アミド基と水素結合を形成していたにも関わらず活性の低下が見られなかっ
た。これは、Gln142 は相互作用表面の外縁にあり脱アミド化反応が起きる Gln100 から
離れた位置にあるため、変異による相互作用への影響を脱アミド化活性により検出するこ
とができなかったのではないかと考えられる。次に Ubc13 Arg6 は、Ubc13 の形成する
正電荷表面と疎水性表面の境界に位置し、正電荷表面の形成に寄与するが、OspI C62S-
Ubc13 複合体結晶構造中では Arg16 のアルキル基は近傍に位置する Tyr170 と疎水性の
相互作用を形成していた。しかし、OspI C62A-Ubc13 複合体構造中では Tyr170 は
Arg16 のβ位炭素に対して 180 度反対にフェニル基を向け大きく Arg16 から離れた構造
をとっており、Ubc13 Arg16 の認識が相互作用に決定的でないため、それぞれの複合体
構造に差異が生じたと考えられる。プルダウン実験および脱アミド化活性測定実験による
相互作用解析の結果、OspI-Ubc13 間の疎水性相互作用の重要性は明らかになったが、電
荷表面による相互作用の重要性を明らかにすることができなかった。 
 Ubc13 と結合する分子として、TRAF6 の他にユビキチンリガーゼである Carboxy 
terminus of Hsp70-interacting protein（CHIP）や脱ユビキチン化酵素 OTU domain-
containing ubiquitin aldehyde-binding protein 1（OTUB1）の立体構造が Ubc13 との
複合体として報告されている [43] [44] [45] [46]。そこで、OspI の基質認識機構の解明
を目指し、これら複合体構造と、相互作用表面を比較した（Figure 45）。その結果、
TRAF6 だけではなく CHIP や OTUB1 も OspI と同様の表面を介して、Ubc13 と相互作
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用していることが示された（Figure 45）。しかし、相互作用表面の電荷分布は OspI と異
なり、OspI が疎水性表面と負電荷表面の 2 種類の分子表面を介して Ubc13 と相互作用し
ているのに対して、TRAF6 や CHIP、OTUB1 では負電荷表面は見られず、疎水性表面の
みを介して Ubc13 と相互作用していた（Figure 46）。 
 TRAF6、CHIP、OTUB1 は Ubc13 以外に、Ubc13 と同じファミリータンパク質であ
る UbcH5 とも相互作用することが報告されている [47] [48]（Figure 47 A）。そこで、
OspI も他のタンパク質と同様に UbcH5 と結合するのかを、GST-OspI を用いたプルダウ
ンアッセイにより検証した。しかし、OspI では UbcH5 との結合は確認されなかった
（Figure 47 B）。Ubc13 と UbcH5 の相互作用表面を比較したところ、Ubc13 で確認さ
れた正電荷表面が UbcH5 には存在しないことが明らかとなった（Figure 47 C）。 
 以上の結果をまとめると、OspI は疎水性表面と負電荷表面の 2 種類の表面それぞれを
介して Ubc13 の疎水性表面、正電荷表面と相互作用しており、正電荷表面を持たない
UbcH5 とは結合しない。一方、TRAF6 や CHIP、OTUB1 は、疎水性表面のみを介して
Ubc13 を認識するため、正電荷表面の有無に関わらず UbcH5 と結合することが可能であ
る。つまり、OspI は負電荷表面を持つことで Ubc13 への基質特異性を獲得していること
を示唆している。 
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Figure 47 Ubc13 とホモログ UbcH5 の相互作用解析 
A）Ubc13（UBE2N）と UbcH5（UB2D1）の一次配列の比較、半数以上の 
  アミノ酸残基が保存されており、類似性は非常に高い。 
B）UbcH5a の表面電荷。UbcH5 の TRAF6、CHIP、OTUB1 との相互作用表面 
  の表面電荷を表示した。Figure 46 と同様に赤色が負電荷を、青色が正電荷を 
  示し、白色は無極性、つまり疏水性表面を示す。 
C）GST-OspI による UbcH5a プルダウン実験の SDS-PAGE 結果。lane1、2 は 
  アナライトとして加えた Ubc13 または UbcH5 の 5%volume の input。 
  lane3、4 は GST-OspI WT を、lane5、6 は GST-OspIC62A 変異体をベイト 
  タンパク質として使用したプルダウン実験結果。 
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総括 
 OspI C62A、C62S、C65S 変異体単独結晶構造解析により OspI の活性部位および反応
機構を明らかにすることができた。OspI 変異体は結晶構造中で、野生型とは異なった活
性型のシステインプロテアーゼ様活性部位を形成していた。つまり、OspI はシステイン
プロテアーゼによるペプチド加水分解反応と同様の機構を介して、Ubc13 Gln100 側鎖を
脱アミド化することが示唆された。エフェクタータンパク質は分泌装置を介して直接に宿
主細胞質へ分泌され、宿主細胞質でフォールディング、成熟すると考えられている。この
ことから、野生型 OspI において観察された Cys62-Cys65 間のジスルフィド結合は、結
晶化溶液による影響をうけたものだと考えられる。 
 OspI‐Ubc13 複合体解析を行った結果、OspI の Ubc13 認識機構に関して多くの知見が
得られた。OspI は負電荷表面と疎水性表面、2 種類の相互作用表面を介して、Ubc13 の
H1 を中心に形成される正電荷表面、S3-4 ループおよび S6-H2 ループにより構成される
疎水性表面を認識していることが明らかになった。また、TRAF6 や CHIP、OTUB1 と
Ubc13 複合体との構造比較により、OspI と Ubc13 の相互作用面に存在する電荷的相互
作用は独自のものであり、これにより Ubc13 と類似した UbcH5 とは相互作用せず、
Ubc13 を特異的に認識することが明らかになった。 
 赤痢菌が持つエフェクターIpaH は E3 ユビキチンリガーゼ活性を持ち、E2 酵素として
UbcH5 を利用することで、宿主タンパク質へユビキチン鎖を付加し、プロテアソームに
よる分解へと誘導する。IpaH9.8 は、NF-κB の活性化に必須な NEMO へユビキチン化
修飾を行い、プロテアソーム分解へと導くことで、急性炎症応答を抑制することが報告さ
れている（Figure 48） [49]。OspI の基質特異性は同じエフェクタータンパク質である
IpaH ファミリーと共調して機能するにあたって重要であり、OspI は Ubc13 への特異性
を獲得することで、UbcH5 と不要に相互作用せず E2 酵素の競合、IpaH ファミリーの活
性の低下を回避していると考えられる。 
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 相互作用解析では、実際に相互作用に寄与するアミノ酸残基の重要性を評価することが
できた。疎水性相互作用表面を形成する OspI Ile87 や Phe95、Ubc13 の Met64 や
Phe95 の変異では結合親和性の低下、脱アミド化活性の低下が確認され、整合性のとれた
知見が得ることができた。一方で、電荷表面を形成する一部のアミノ酸残基の変異体では
結合親和性や脱アミド化活性への影響は見られなかった。 
 OspI-Ubc13 複合体、TRAF6-Ubc13 複合体を構造比較した結果、OspI と TRAF6 はと
もに Ubc13 の Gln100 の位置する類似の表面を認識していることが明らかになった。ユ
ビキチンリガーゼは、E2 酵素ユビキチン複合体との結合、基質へのユビキチンの修飾、
E2 酵素の解離、を繰り返すことで基質へユビキチン鎖を修飾する。そのため、ユビキチ
ンリガーゼと E2 酵素間の結合は強固なものではなく、付かず離れずの制限された相互作
用であり、この相互作用の強さがユビキチンリガーゼの活性に深く関与していると考えら
れる。Ubc13 Gln100 は TRAF6 のどのアミノ酸残基とも直接に相互作用していないが、
TRAF6 が認識する表面の端に位置し、TRAF6 と Ubc13 の相互作用になんらかの影響を
及ぼすと考えられる。つまり、OspI による Ubc13 Gln100 の脱アミド化修飾は、
TRAF6-Ubc13 間の適切な相互作用に影響を与え、その結果、TRAF6 の自己ユビキチン
化活性の低下を引き起こしていることが示唆された。 
 触媒残基変異体である OspI C62A、C62S 変異体は野生型 Ubc13 とは結合したが、脱
アミド化反応生成物と同等の Ubc13 Q100E とは結合せず、低い結合親和性を示した
（Figure 27）。これは、脱アミド化修飾を受けた Ubc13 Glu100 の負電荷が、近傍に存
在する Ubc13 H1 から構成される正電荷表面に影響を及ぼし、その結果、OspI との相互
作用が妨げられたと考えられる。代謝回転効率の観点から、酵素は次の反応サイクルに向
けて、反応後に生成物を速やかに解離することが必要であり、OspI が Ubc13 Q100E 変
異体に低い親和性を示すことは合理的である。また、野生型 OspI および C65S 変異体
は、野生型 Ubc13 と結合しなかった。これは、野生型 OspI および C65S 変異体は触媒
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活性を保持しているため、プルダウン実験のために加えた野生型 Ubc13 に対して脱アミ
ド化反応を引き起こしたためだと考えられる。 
 本研究により、OspI 変異体単独構造、OspI と基質 Ubc13 との複合体構造の決定に成
功した。これにより、OspI の活性部位構造、反応機構、基質認識機構に関する多くの知
見を得たことで、赤痢菌感染機構の一端を明らかにすることができた。赤痢菌が、エフェ
クタータンパク質 OspI の持つ脱アミド化という非常に簡素な反応を用いて、細菌に存在
しないユビキチン修飾系を制御するいう希有な感染機構は、進化学、分子生物学からも非
常に興味深い。OspI 同様に宿主高次機能を利用し感染を促進するエフェクタータンパク
質は、赤痢菌に限らず多く報告されている。しかし、未だにその活性や基質といった詳細
が不明なエフェクタータンパク質も多く、細菌の持つ巧みな感染戦略の解明のために更な
る研究が期待される。 
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